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ABSTRACT	  The	  structure	  of	  ligand	  binding	  sites	  has	  been	  shown	  to	  profoundly	  influence	  the	  evolution	  of	  function	  in	  homomeric	  protein	  complexes.	  Complexes	  with	  multi-­‐chain	  binding	  sites	  (MBSs)	  have	  more	  conserved	  quaternary	  structure,	  more	  similar	  binding	  sites	  and	  ligands	  between	  homologues,	  and	  evolve	  new	  functions	  slower	  than	  homomers	  with	  single-­‐chain	  binding	  sites	  (SBSs).	  Here,	  using	  in	  
silico	  analyses	  of	  protein	  dynamics,	  we	  investigate	  whether	  ligand	  binding-­‐site	  structure	  shapes	  allosteric	  signal	  transduction	  pathways	  (STPs),	  and	  whether	  the	  structural	  similarity	  of	  binding	  sites	  influences	  the	  evolution	  of	  allostery.	  Our	  analyses	  show	  that:	  1)	  allostery	  is	  more	  frequent	  among	  MBS	  complexes	  than	  in	  SBS	  complexes,	  particularly	  in	  homomers;	  2)	  in	  MBS	  homomers,	  semi-­‐rigid	  communities	  and	  critical	  residues	  frequently	  connect	  interfaces	  and	  thus	  they	  are	  characterized	  by	  STPs	  that	  cross	  protein-­‐protein	  interfaces,	  while	  SBS	  homomers	  usually	  not;	  3)	  ligand	  binding	  alters	  community	  structure	  differently	  in	  MBS	  and	  SBS	  homomers;	  4)	  except	  MBS	  homomers,	  allosteric	  proteins	  are	  more	  likely	  to	  have	  homologs	  with	  similar	  binding	  site	  than	  non-­‐allosteric	  proteins,	  suggesting	  that	  binding	  site	  similarity	  is	  an	  important	  factor	  driving	  the	  evolution	  of	  allostery.	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likely	  to	  be	  allosteric	  than	  SBS	  complexes?	  2)	  Are	  there	  qualitative	  differences	  in	  the	  topology	  and	  functioning	  of	  allosteric	  pathways	  in	  MBS	  and	  SBS	  complexes?	  3)	  Does	  the	  structural	  similarity	  of	  binding	  sites	  influence	  the	  frequency	  of	  allostery?	  	  
RESULTS	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allosteric	  than	  non-­‐allosteric	  MBS	  complexes	  (32.7%	  vs.	  21.1%;	  p=	  0.0046,	  test	  of	  proportions),	  consistent	  with	  a	  previous	  report	  (Bergendahl	  and	  Marsh	  2017),	  but	  generally	  we	  found	  no	  dramatic	  differences	  between	  the	  different	  complex	  types	  (Figure	  1G).	  	  However,	  since	  the	  large	  majority	  of	  homomers	  are	  symmetric,	  and	  among	  the	  asymmetric	  ones	  quaternary	  structure	  assignment	  errors	  are	  much	  more	  frequent	  (Ahnert	  et	  al,	  2015),	  the	  frequency	  of	  symmetry	  can	  be	  used	  only	  to	  a	  limited	  degree	  to	  test	  for	  any	  link	  between	  symmetry	  and	  allostery.	  	  Similarly,	  we	  found	  no	  dramatic	  differences	  in	  the	  frequency	  of	  allosteric	  modulators	  and	  orthosteric	  ligands	  (Figure	  1H	  and	  I),	  indicating	  that	  systematic	  differences	  in	  the	  type	  of	  allostery,	  i.e.	  activation	  vs.	  inhibition,	  or	  the	  presence	  of	  inactive	  or	  active	  (orthosteric	  ligand	  binding)	  forms	  in	  the	  PDB	  are	  unlikely	  to	  cause	  the	  observed	  higher	  frequency	  of	  allostery	  in	  MBS	  complexes.	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area	  (interface	  area/surface	  area)	  is	  added	  as	  a	  covariate,	  even	  the	  non-­‐significant	  trends	  disappear	  (Figure	  S5B).	  	  	  
Functional	  characteristics	  of	  multi-­‐	  and	  single-­‐chain	  communities	  in	  homomers.	  We	  tested	  whether	  MCCs	  are	  more	  likely	  to	  contribute	  to	  the	  information	  transfer	  across	  protein-­‐protein	  interfaces	  of	  homomers	  than	  SCCs	  with	  two	  methods:	  by	  estimating	  the	  effect	  of	  mutations	  on	  interface	  binding,	  and	  conservation.	  MCCs	  and	  SCCs	  that	  do	  have	  interface	  residues	  contain	  different	  amounts	  of	  them,	  because	  MCCs	  contain	  residues	  from	  both	  chains	  of	  an	  interface	  (Figure	  2H).	  To	  test	  whether	  protein-­‐protein	  interfaces	  in	  MCCs	  are	  characterized	  by	  stronger	  binding	  energies,	  we	  mutated	  in	  silico	  each	  interface	  residue	  in	  a	  community	  to	  alanine	  (except	  alanines),	  and	  determined	  the	  effect	  of	  every	  mutation	  on	  the	  binding	  energy	  of	  the	  interface	  with	  FoldX	  (see	  Figure	  S6	  and	  Methods).	  We	  found	  a	  highly	  significant	  difference	  between	  interface	  residues	  of	  MCCs	  and	  SCCs,	  irrespectively	  whether	  they	  originate	  from	  an	  MBS	  or	  SBS	  homomer:	  mutations	  in	  MCCs	  weaken	  the	  interface	  binding	  energy	  significantly	  more	  than	  mutations	  in	  SCCs	  (i.e.	  their	  effect	  on	  binding	  energy	  is	  more	  positive,	  Figure	  2I,	  Figure	  S6).	  Since	  interface	  residues	  in	  MCCs	  and	  SCCs	  might	  be	  characterized	  with	  different	  solvent	  accessibilities	  if	  they	  occupy	  different	  regions	  of	  the	  protein-­‐protein	  interface,	  we	  also	  tested	  whether	  this	  pattern	  remains	  if	  we	  use	  the	  average	  solvent	  accessibility	  as	  covariate	  in	  the	  statistical	  analysis.	  Our	  results	  show	  that	  the	  difference	  between	  MCCs	  and	  SCCs	  remain	  highly	  significant	  in	  both	  in	  MBS	  and	  SBS	  homomers	  (Figure	  S7),	  even	  if	  solvent	  accessibility	  is	  taken	  into	  account.	  	  This	  indicates	  that	  the	  stronger	  binding	  between	  interface	  residues	  in	  MCCs	  is	  not	  simply	  a	  by-­‐product	  of	  their	  more	  buried	  location	  in	  the	  interfaces.	  	  We	  also	  calculated	  the	  conservation	  levels	  of	  residues	  in	  MCCs	  and	  SCCs,	  which	  indicates	  that	  residues	  in	  MCCs	  are	  significantly	  more	  conserved	  than	  residues	  in	  SCCs	  (Figure	  2J).	  However,	  the	  difference	  is	  primarily	  due	  to	  the	  higher	  conservation	  of	  interface	  residues;	  there	  is	  only	  a	  trend	  but	  no	  significant	  difference	  between	  the	  two	  when	  they	  are	  excluded	  (not	  shown).	  	  These	  findings	  indicate	  that	  the	  binding	  between	  interface	  residues	  of	  MCCs	  is	  stronger	  than	  of	  SCCs	  (which,	  by	  necessity	  represent	  binding	  between	  residues	  of	  more	  than	  one	  community),	  and	  therefore	  they	  are	  likely	  to	  contribute	  more	  to	  the	  information	  transfer	  between	  two	  protein	  chains	  than	  SCCs.	  Surprisingly,	  however,	  there	  is	  no	  qualitative	  difference	  in	  these	  patterns	  between	  MBS	  and	  SBS	  homomers	  that	  do	  have	  MCCs	  (Figure	  2E-­‐G).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
The	  community	  structure	  of	  allosteric	  complexes	  scales	  with	  the	  ratio	  of	  interface	  and	  surface	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and	  MBS	  complexes,	  e.g.	  if	  different	  interface	  sizes	  result	  in	  stronger	  binding	  between	  the	  chains	  of	  MBS	  complexes.	  To	  test	  for	  this,	  we	  determined	  the	  interface	  and	  surface	  areas	  of	  all	  allosteric	  complexes	  (See	  Figure	  3A	  and	  B	  for	  an	  illustration).	  We	  found	  that	  MBS	  complexes	  have	  significantly	  higher	  interface	  to	  surface	  ratios,	  both	  in	  homomers	  and	  heteromers	  (Figure	  3C	  and	  D).	  	  Additionally,	  when	  the	  interface/surface	  ratio	  is	  used	  as	  a	  covariate,	  the	  fraction	  of	  residues	  in	  MCCs,	  and	  fraction	  of	  critical	  residues	  in	  interfaces	  scales	  similarly	  (Figure	  3E-­‐H),	  suggesting	  that	  this	  simple	  ratio	  –	  the	  relative	  interface	  area	  –	  might	  be	  sufficient	  to	  explain	  the	  observed	  differences.	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
The	  frequency	  of	  allostery	  is	  higher	  in	  MBS	  complexes	  with	  the	  same	  relative	  interface	  area.	  One	  prediction	  of	  the	  hypothesis	  that	  relative	  interface	  area	  is	  the	  key	  factor	  determining	  the	  differences	  in	  allostery	  between	  MBS	  and	  SBS	  complexes	  is	  that	  the	  frequency	  of	  allosteric	  proteins	  will	  be	  similar	  when	  scaled	  with	  this	  parameter.	  To	  test	  this,	  we	  determined	  the	  interface/surface	  ratio	  for	  every	  protein	  complex	  in	  the	  PDB,	  and	  tested	  whether	  the	  differences	  in	  the	  frequency	  of	  allostery	  between	  MBS	  and	  SBS	  complexes	  (see	  Figure	  1)	  are	  simply	  the	  result	  of	  a	  higher	  ratio	  in	  MBS	  complexes.	  We	  found	  that	  this	  is	  not	  the	  case:	  in	  homomers,	  except	  for	  complexes	  with	  the	  highest	  interface/surface	  ratios,	  the	  fraction	  of	  allosteric	  complexes	  is	  significantly	  (2-­‐3	  fold)	  higher	  in	  MBS	  compared	  to	  SBS	  complexes	  (Figure	  4A),	  but	  not	  in	  heteromers	  (Figure	  4B).	  We	  also	  observe	  a	  clear	  reduction	  in	  the	  frequency	  of	  allostery	  with	  relative	  interface	  area	  (thus,	  the	  higher	  relative	  interface	  area	  of	  MBS	  complexes	  actually	  reduces	  the	  magnitude	  of	  the	  effect	  seen	  on	  Figure	  1).	  However,	  this	  trend	  is	  likely	  to	  be	  the	  consequence	  of	  the	  limitations	  of	  the	  methods	  used	  in	  the	  investigation	  of	  allostery,	  rather	  than	  a	  real	  biological	  effect:	  for	  example	  NMR	  spectroscopy	  and	  MD	  simulations	  of	  large	  complexes	  both	  have	  size	  limitations(Frueh	  et	  al.	  2013).	  To	  test	  this,	  we	  examined	  how	  complex	  size	  and	  topological	  complexity	  (number	  of	  protein	  chains)	  scales	  with	  relative	  interface	  area.	  We	  found	  that	  both	  properties	  increase	  with	  relative	  interface	  area	  (Figure	  4C	  and	  D,	  Figure	  S8A	  and	  B).	  Thus,	  the	  difference	  in	  relative	  surface	  area	  between	  SBS	  and	  MBS	  homomers	  is	  not	  sufficient	  to	  explain	  the	  difference	  in	  the	  frequency	  of	  allostery	  (e.g.	  below	  relative	  interface	  area	  0.2,	  there	  is	  no	  difference	  in	  complex	  size	  and	  chain	  number,	  despite	  the	  very	  large	  difference	  in	  the	  frequency	  of	  allostery,	  Figure	  4A).	  Similarly,	  subunit	  flexibility	  increases	  with	  relative	  interface	  area,	  but	  we	  found	  no	  dramatic	  differences	  between	  MBS	  and	  SBS	  homomers	  with	  the	  same	  relative	  interface	  area	  (Figure	  S8C	  and	  D),	  although	  MBS	  homomers	  have	  a	  tendency	  to	  be	  more	  flexible.	  Overall	  these	  results	  contradict	  the	  hypothesis	  that	  the	  larger	  interfaces	  of	  MBS	  homomers	  cause	  their	  higher	  frequency	  of	  allostery.	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SBS)	  that	  satisfy	  the	  following	  criteria:	  are	  associated	  with	  the	  same	  study	  (PubMed	  ID),	  both	  have	  resolution	  better	  than	  2.8	  Å,	  and	  have	  similar	  size	  and	  number	  of	  subunits	  (see	  Methods	  for	  more	  details	  and	  Table	  S2	  for	  the	  list	  of	  structure	  and	  their	  ligands).	  In	  the	  few	  cases	  where	  several	  holo	  structures	  were	  present	  with	  functionally	  different	  ligands	  (i.e.	  orthosteric	  and	  allosteric),	  more	  than	  one	  holo	  structure	  was	  used	  (see	  Methods).	  Using	  a	  similar	  procedure	  as	  described	  earlier,	  we	  identified	  the	  communities	  and	  critical	  residues	  of	  the	  pairs,	  and	  tested	  whether	  there	  is	  a	  consistent	  difference	  between	  the	  apo-­‐holo	  structures	  of	  MBS	  and	  SBS	  complexes.	  Unlike	  in	  the	  previous	  analyses	  (Figure	  2	  and	  3)	  where	  there	  was	  essentially	  no	  difference	  between	  the	  two	  methods,	  the	  residue	  c.o.m.	  and	  C-­‐α	  methods	  perform	  differently	  (see	  Figure	  5A	  vs.	  5B),	  with	  the	  residue	  c.o.m.	  method	  showing	  a	  highly	  significant	  difference	  (p	  =	  0.0012),	  while	  the	  C-­‐α	  method	  is	  only	  at	  the	  edge	  of	  significance	  (p	  =	  0.058)	  (Figure	  5).	  We	  found	  that,	  using	  the	  residue	  c.o.m	  method,	  the	  fraction	  of	  residues	  in	  MCCs	  in	  MBS	  homomers	  is	  higher	  in	  the	  holo	  structures	  than	  in	  SBS	  homomers	  (Figure	  5)	  when	  the	  apo	  structure	  is	  used	  as	  a	  covariate.	  The	  fact	  that	  for	  the	  residue	  c.o.m.	  method,	  the	  few	  structures	  crystalized	  with	  their	  inhibitors	  (thus	  their	  holo	  form	  is	  the	  inactive	  form)	  have	  small	  numbers	  of	  residues	  in	  MCCs	  supports	  the	  conclusion	  of	  VanWart	  et	  al.	  (2012)	  that	  the	  residue	  c.o.m.	  method	  performs	  better	  in	  the	  identification	  of	  functional	  residues	  in	  allosteric	  structures	  (Figure	  5A).	  These	  findings	  indicate	  that,	  despite	  the	  fact	  that	  the	  size	  of	  MCCs	  scales	  similarly	  with	  complex	  topology	  (Figure	  3),	  the	  dynamical	  properties	  of	  MBS	  and	  SBS	  complexes	  are	  different.	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We	  find	  that	  among	  proteins/complexes	  (except	  for	  MBS	  homomers)	  having	  at	  least	  one	  homolog	  with	  similar	  binding	  sites,	  the	  frequency	  of	  allostery	  is	  significantly,	  ~100%	  higher	  than	  in	  proteins	  that	  have	  no	  homologs,	  irrespectively	  of	  quaternary	  structure	  (Figure	  6D-­‐F).	  This	  suggests	  that	  having	  homologs	  with	  similar	  binding	  sites	  plays	  an	  important	  role	  in	  the	  evolution	  of	  allostery.	  The	  opposite	  pattern	  is	  much	  less	  pronounced:	  allosteric	  proteins	  have	  only	  20-­‐30%	  higher	  likelihood	  of	  having	  a	  homolog	  with	  a	  similar	  binding	  site	  compared	  to	  non-­‐allosteric	  proteins	  (Figure	  6G-­‐I)	  in	  all	  quaternary	  structure	  types,	  except	  in	  MBS	  homomers.	  Thus	  the	  effect	  size	  is	  significantly	  weaker	  than	  of	  the	  previous	  hypothesis.	  (Note	  that	  due	  to	  the	  nature	  of	  the	  statistical	  test,	  the	  significances	  are	  identical).	  These	  findings	  suggest	  that	  the	  structural	  similarity	  of	  ligand	  binding	  sites	  is	  an	  important	  driving	  force	  behind	  the	  evolution	  of	  allostery,	  and	  that	  it	  is	  likely	  to	  shape	  allostery	  in	  most,	  if	  not	  all	  quaternary	  structure	  types,	  including	  monomers.	  Surprisingly,	  the	  only	  exceptions	  are	  MBS	  homomers,	  although	  this	  may	  be	  caused	  by	  the	  relatively	  low	  numbers	  of	  such	  proteins,	  and	  due	  to	  factors	  specific	  to	  the	  human	  genome.	  The	  alternative	  hypothesis,	  that	  allostery	  contributes	  to	  the	  emergence	  of	  paralogs	  in	  a	  genome,	  is	  also	  supported	  by	  the	  data	  (and	  both	  processes	  are	  likely	  to	  influence	  the	  frequency	  of	  allostery).	  However,	  the	  much	  larger	  effect	  size	  of	  homology	  on	  frequency	  of	  allostery	  (Figure	  6D-­‐F	  vs.	  G-­‐I)	  suggests	  that	  primarily	  binding	  site	  similarity	  drives	  allostery,	  and	  not	  
vice	  versa.	  In	  addition,	  the	  differences	  are	  not	  caused	  by	  consistent	  biases	  in	  metal	  or	  cofactor	  binding,	  because	  excluding	  metal	  and	  cofactor	  ligands	  does	  not	  change	  the	  pattern	  qualitatively	  (Figure	  S9).	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of	  coevolution	  between	  critical	  residues	  than	  the	  C-­‐α	  method,	  suggesting	  that	  the	  former	  performs	  better	  in	  identifying	  them.	  While	  resolving	  the	  debate	  whether	  coevolution	  between	  residues	  is	  suitable	  for	  identification	  of	  allosteric	  residues	  is	  beyond	  the	  scope	  of	  this	  work,	  we	  note	  that	  the	  high	  fraction	  of	  critical	  residues	  in	  protein-­‐protein	  interfaces	  (Figure	  2	  and	  3)	  means	  that	  our	  findings	  are	  consistent	  with	  both	  views.	  One	  likely	  cause	  of	  the	  discrepancy	  between	  the	  two	  views	  is	  that	  function	  evolves	  much	  faster	  than	  structure.	  This	  means	  that	  alignments	  that	  are	  sufficiently	  large	  to	  detect	  coevolution	  reliably	  must	  contain	  proteins	  with	  diverse	  functions,	  which	  results	  in	  weak	  correlations	  between	  residues	  that	  are	  functional	  but	  have	  no	  structural	  role.	  Alternatively,	  one	  could	  argue	  that	  alignments	  that	  can	  be	  used	  to	  reliably	  reconstruct	  the	  structure	  of	  the	  protein	  must	  contain	  proteins	  with	  diverse	  functions,	  in	  order	  to	  remove	  “noise”	  caused	  by	  functional,	  but	  structurally	  not	  relevant	  correlations.	  Finally,	  we	  tested	  whether	  the	  conservation	  of	  critical	  residues	  and	  communities	  identified	  by	  the	  two	  methods	  is	  different:	  aside	  from	  the	  highly	  significant	  difference	  between	  critical	  and	  non-­‐critical	  residues	  (see	  also	  Figure	  2),	  we	  found	  no	  significant	  differences	  between	  the	  two	  methods	  (Figure	  7E-­‐F).	  	  	  	   Overall,	  our	  results	  support	  the	  conclusions	  of	  VanWart	  et	  al.	  (2012)	  that	  the	  use	  of	  residue	  c.o.m.	  should	  be	  preferred	  over	  the	  C-­‐α	  method,	  for	  a	  number	  of	  reasons.	  In	  the	  case	  of	  HisH/HisF	  complex,	  it	  identifies	  significantly	  more	  residues	  that	  are	  identical	  to	  critical	  residues	  identified	  by	  molecular	  dynamics.	  In	  the	  case	  of	  the	  analysis	  of	  apo-­‐holo	  changes	  (Figure	  5),	  the	  location	  of	  the	  structures	  with	  inhibitors	  suggests	  that	  it	  can	  identify	  biologically	  relevant	  patterns	  that	  the	  C-­‐α	  method	  cannot.	  Similarly,	  the	  difference	  in	  evolutionary	  couplings	  also	  indicates	  that	  the	  residue	  c.o.m.	  method	  is	  more	  accurate,	  although	  we	  did	  not	  find	  a	  clear	  difference	  in	  the	  conservation	  scores	  of	  the	  two	  methods	  (Figure	  7).	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   Research	  on	  allostery	  has	  traditionally	  focused	  on	  the	  mechanics	  and	  structural	  characteristics	  of	  allosteric	  changes.	  	  Surprisingly,	  the	  equally	  fundamental	  question	  “What	  are	  the	  driving	  forces	  behind	  the	  evolution	  of	  allostery?”	  has	  received	  much	  less	  attention.	  It	  has	  been	  suggested	  (Gunasekaran	  et	  al.	  2004)	  that	  allostery	  might	  be	  a	  property	  of	  every	  dynamic	  protein.	  In	  our	  opinion,	  this	  is	  probably	  an	  overly	  broad	  view	  of	  allostery.	  While	  it	  cannot	  be	  excluded	  that	  for	  most	  dynamic	  proteins,	  it	  is	  possible	  to	  design	  an	  allosteric	  modulator	  of	  some	  sort,	  there	  is	  likely	  to	  be	  a	  substantial	  difference	  between	  such	  “ad	  hoc”	  allostery	  and	  proteins	  whose	  allosteric	  motions	  have	  evolved	  for	  millions	  of	  years,	  and	  are	  actively	  used	  by	  the	  cellular	  machinery.	  	  The	  evolution	  of	  allostery	  has	  been	  studied	  more	  in	  proteins	  where	  the	  “domino	  model”	  is	  the	  predominant	  mode	  of	  allosteric	  signal	  transduction.	  It	  has	  been	  suggested	  that	  allosteric	  pathways	  preexist	  in	  such	  proteins	  within	  so	  called	  “sectors”	  (Reynolds	  et	  al.	  2011),	  and	  that	  fundamentally	  allostery	  is	  related	  to	  the	  evolvability	  of	  proteins	  -­‐	  thus	  it	  is	  a	  consequence	  of	  residue	  coevolution,	  and	  is	  not	  the	  consequence	  of	  the	  necessity	  to	  be	  regulated	  (Raman	  et	  al.	  2016;	  Pincus	  et	  al.	  2017).	  The	  generality	  of	  these	  hypotheses	  remains	  to	  be	  seen	  (and	  whether	  they	  are	  applicable	  to	  proteins	  where	  the	  “violin	  model”	  of	  allostery	  is	  the	  predominant	  one),	  however,	  our	  analysis	  of	  binding-­‐site	  similarity	  supports	  the	  idea	  that	  the	  need	  to	  be	  regulated	  is	  a	  significant	  driving	  force	  in	  the	  evolution	  of	  allostery	  (Figure	  6,	  Figure	  S9).	  Our	  results	  indicate	  that	  having	  less	  specific	  binding	  sites	  (potentially	  resulting	  in	  off-­‐target	  activity)	  is	  an	  important	  factor	  facilitating	  the	  emergence	  of	  allosteric	  regulation	  (Figure	  6).	  Since	  allosteric	  proteins	  of	  all	  quaternary	  structure	  types	  (except	  MBS	  homomers)	  have	  either	  more	  homologs	  with	  similar	  binding	  site,	  or	  a	  higher	  likelihood	  of	  having	  a	  homolog	  with	  a	  similar	  binding	  site,	  it	  appears	  to	  be	  a	  general	  force	  shaping	  the	  evolution	  of	  allostery.	  However,	  the	  current	  limitations	  of	  the	  PDB	  mean	  that	  there	  is	  considerable	  uncertainty	  about	  the	  magnitude	  of	  the	  effect.	  Although	  the	  human	  proteome	  has	  the	  best	  coverage	  in	  the	  PDB,	  only	  33.8%	  of	  human	  proteins	  have	  a	  structural	  entry	  (including	  homologs	  with	  >90%	  sequence	  identity),	  and	  since	  structures	  frequently	  cover	  only	  fragments	  or	  domains	  of	  proteins,	  the	  actual	  sequence	  coverage	  of	  the	  human	  proteome	  is	  only	  16.8%.	  (These	  numbers	  are	  considerably	  higher	  when	  structures	  with	  reliable	  homology	  models	  are	  included,	  though	  (Xie	  et	  al.	  2011).)	  	  	  
METHODS	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whether,	  and	  how	  many	  entries	  with	  different	  symmetry	  it	  has);	  if	  no	  dihedral	  structure	  exists	  but	  there	  is	  minimum	  one	  CyclicN	  structure	  then	  we	  assigned	  it	  as	  CyclicN,	  and	  so	  on.	  
	  
Selection	  of	  ligand	  binding	  structures	  for	  allosteric	  pathway	  identification.	  For	  each	  allosteric	  complex	  identified	  above,	  a	  single	  representative	  structure	  was	  chosen	  for	  the	  analysis	  with	  STRESS.	  When	  multiple	  entries	  were	  present	  for	  the	  same	  complex	  we	  selected	  the	  entry	  for	  analysis	  with	  a	  following	  decision	  tree:	  resolution	  better	  than	  2.8	  Å	  -­‐>	  (if	  there	  is	  more	  than	  one	  such	  entry:)	  entry	  has	  the	  largest	  number	  of	  proteins	  and	  chains	  -­‐>	  entry	  has	  the	  largest	  ligand	  -­‐>	  entry	  has	  the	  best	  resolution.	  In	  general	  we	  selected	  the	  largest	  structures,	  with	  the	  largest	  possible	  ligand	  and	  with	  the	  best	  resolution.	  The	  list	  of	  structures	  used	  in	  the	  analysis	  is	  available	  in	  Table	  S1.	  	  	  	  	  Homomeric	  structures	  used	  in	  the	  apo-­‐holo	  comparisons	  were	  selected	  as	  follows.	  First,	  we	  determined	  clusters	  of	  PDB	  entries	  that	  are	  associated	  with	  the	  same	  PubMed	  ID	  with	  their	  protein	  sequences	  present	  in	  the	  Allosteric	  Database.	  Next	  we	  kept	  only	  those	  clusters	  that	  have	  at	  least	  one	  entry	  that	  is	  absent	  in	  the	  BioLiP	  database	  (apo	  structures),	  and	  a	  minimum	  of	  one	  that	  is	  present	  in	  the	  BioLip	  database	  (holo	  structures).	  For	  both	  the	  apo	  and	  holo	  structures,	  we	  applied	  the	  same	  selection	  procedure	  as	  described	  above	  to	  chose	  the	  largest	  valid	  structure	  with	  the	  highest	  resolution	  and	  largest	  ligand	  (for	  holo	  structures).	  Additionally,	  the	  apo-­‐holo	  pairs	  were	  required	  to	  have	  identical	  numbers	  of	  chains,	  and	  we	  also	  excluded	  pairs	  where	  the	  length	  of	  sequence	  in	  their	  actual	  structures	  differs	  more	  than	  10%.	  Since	  holo	  structures	  are	  sometimes	  crystallized	  with	  several	  different	  ligand	  types	  (orthosteric	  ligands	  or	  allosteric	  modulators),	  one	  apo	  structure	  is	  sometimes	  associated	  with	  more	  than	  one	  holo	  structure	  (e.g.	  if	  structures	  with	  an	  orthosteric	  ligand	  and	  with	  an	  allosteric	  inhibitor	  are	  both	  present).	  Only	  a	  single	  structure	  was	  allowed	  for	  each	  ligand	  type	  (if	  present).	  The	  list	  of	  apo-­‐holo	  pairs	  used	  in	  the	  analysis,	  and	  their	  ligand	  types	  are	  available	  in	  Table	  S2.	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10%	  of	  its	  residues	  fall	  to	  each	  chain.	  (Thus,	  cases	  when	  99	  of	  a	  100	  residue	  community	  fall	  into	  one	  chain	  and	  a	  single	  residue	  falls	  into	  another	  one	  were	  not	  classified	  as	  MCCs.)	  	  	  	  	  	  
	  
Calculation	  of	  the	  energetic	  contribution	  of	  individual	  residues	  to	  the	  binding	  energy	  of	  
interfaces.	  We	  used	  FoldX	  (Schymkowitz	  et	  al.	  2005)	  to	  estimate	  the	  independent	  energetic	  effects	  of	  residues.	  First,	  using	  the	  structures	  preprocessed	  for	  STRESS,	  we	  ran	  the	  RepairPDB	  FoldX	  module,	  to	  correct	  van	  der	  Waals	  clashes	  and	  torsion	  angles	  in	  the	  structure.	  Next,	  we	  determined	  the	  binding	  energies	  of	  each	  interface	  pair	  in	  the	  complex	  with	  the	  AnalyzeComplex	  module.	  Third,	  we	  mutated	  every	  residue	  individually	  in	  protein-­‐protein	  interfaces	  to	  alanine	  (except	  alanines),	  and	  re-­‐calculated	  the	  interface	  binding	  energies	  in	  the	  mutant	  structures.	  The	  difference	  between	  the	  mutant	  structures	  and	  the	  original	  structure	  gives	  an	  estimate	  of	  the	  contribution	  of	  the	  residue	  to	  the	  binding	  energy	  between	  different	  chains.	  Since	  binding	  energies	  are	  negative,	  a	  positive	  effect	  means	  weakening	  of	  binding	  between	  the	  interfaces	  due	  to	  a	  mutation.	  	  
Calculation	  of	  relative	  solvent	  accessibilities	  (RSA).	  RSA	  was	  calculated	  using	  the	  entire	  protein	  complex	  (first	  biological	  assembly);	  thus,	  residues	  buried	  in	  interfaces	  can	  have	  RSA	  of	  zero.	  For	  each	  complex,	  the	  solvent	  accessible	  surface	  of	  every	  residue	  was	  determined	  using	  DSSP	  (Carter	  et	  al.	  2003).	  Next	  the	  solvent	  accessibilities	  were	  normalized	  with	  the	  solvent	  accessibility	  of	  the	  amino	  acid	  in	  a	  three	  amino	  acid	  peptide	  that	  mimics	  the	  solvent	  accessibility	  in	  an	  unfolded	  protein	  (Miller	  et	  al.	  1987).	  Finally,	  the	  average	  RSA	  was	  calculated	  using	  all	  interface	  residues	  of	  a	  community.	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Interface	  and	  surface	  area	  determination.	  The	  total	  solvent	  accessible	  surface	  area	  formed	  by	  each	  polypeptide	  chain	  was	  calculated	  using	  AREAIMOL	  from	  the	  CCP4	  suite(Winn	  et	  al.	  2011).	  The	  interface	  area	  was	  calculated	  as	  the	  difference	  between	  the	  solvent	  accessible	  surface	  area	  of	  each	  subunit	  in	  isolation	  and	  within	  the	  context	  of	  the	  full	  complex.	  Subunit	  flexibility	  was	  calculated	  on	  the	  basis	  of	  relative	  solvent	  accessible	  surface	  area	  (Arel),	  as	  previously	  described	  (Marsh	  and	  Teichmann	  2011).	  
	  
Identification	  of	  homologs	  in	  the	  human	  genome	  with	  similar	  bindings	  sites.	  	  We	  used	  a	  pipeline	  that	  was	  largely	  similar	  to	  the	  one	  used	  in	  our	  previous	  study	  (Abrusán	  and	  Marsh	  2018),	  with	  some	  modifications.	  	  First,	  we	  identified	  homologs	  of	  human	  proteins	  in	  the	  PDB	  among	  the	  proteins	  present	  in	  PDB	  with	  blastp,	  with	  an	  e-­‐value	  cutoff	  of	  10-­‐5,	  up	  to	  10	  000	  hits.	  Next,	  using	  the	  query	  sequences	  that	  have	  a	  ligand	  binding	  structure	  in	  the	  BioLiP	  database,	  we	  performed	  an	  exhaustive	  search	  for	  similar	  binding	  pockets,	  using	  the	  ligand	  binding	  pockets	  of	  all	  structures	  of	  the	  query	  sequence	  against	  all	  structures	  of	  all	  homologous	  target	  sequences,	  including	  the	  structures	  that	  have	  no	  ligand,	  using	  ProBis	  (Konc	  and	  Janežič	  2010;	  Konc	  and	  Janežič	  2017).	  Proteins	  with	  chimeric	  PDB	  entries	  were	  excluded	  from	  the	  analysis.	  Binding	  sites	  were	  defined	  as	  the	  residues	  within	  3Å	  of	  the	  ligand;	  hits	  with	  Z-­‐score	  above	  2	  (calculated	  by	  ProBis)	  were	  accepted	  as	  significant	  if	  the	  hit	  contains	  residues	  from	  a	  sequence	  that	  is	  homologous	  to	  the	  query	  sequence	  (i.e.	  the	  target	  is	  homologous	  to	  the	  query;	  in	  the	  case	  of	  hits	  to	  heteromer	  structures	  this	  is	  not	  always	  the	  case).	  Homologous	  sequence	  pairs	  with	  a	  similar	  binding	  site	  were	  defined	  as	  sequences	  that	  have	  at	  least	  one	  shared	  binding	  site,	  i.e.	  that	  either	  have	  a	  query	  or	  a	  target	  sequence	  with	  a	  significant	  hit.	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VISUALIZATION	  AND	  STATISTICS	  All	  statistical	  tests	  were	  performed	  with	  in-­‐house	  Perl	  scripts	  and	  R.	  Protein	  structures	  were	  visualized	  with	  PyMol	  (v1.7.6.0,	  open	  source	  version).	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non-­‐allosteric	  ones	  (32.7%	  vs.	  21.1%;	  p=	  0.0046).	  Generally,	  however,	  there	  are	  no	  dramatic	  differences	  in	  the	  symmetry	  types	  of	  allosteric	  and	  non-­‐allosteric	  complexes	  (note	  that	  “Monomeric”	  symmetry	  indicates	  heteromers	  where	  every	  protein	  in	  the	  complex	  has	  only	  a	  single	  copy).	  (H	  and	  I)	  The	  vast	  majority	  of	  allosteric	  proteins	  are	  crystallized	  only	  with	  their	  orthosteric	  ligand,	  both	  in	  the	  case	  of	  homomers	  and	  heteromers.	  (All	  tests	  are	  tests	  of	  proportions,	  whiskers	  are	  95%	  Cis.)	  	  	  
Figure	  2.	  The	  allosteric	  pathways	  of	  MBS	  and	  SBS	  complexes	  are	  different.	  (A)	  Community	  structure	  of	  NtcA	  dimer.	  Two	  of	  its	  six	  communities,	  indicated	  with	  white,	  are	  multi-­‐chain	  communities	  (MCCs),	  containing	  residues	  from	  both	  protein	  chains.	  (B)	  Localization	  of	  the	  NtcA	  MCCs	  in	  the	  homodimer	  (PDB	  ID:3la3).	  (C)	  Community	  structure	  of	  UDP-­‐galactose	  4	  epimerase.	  None	  of	  its	  nine	  communities	  are	  MCCs.	  (D)	  Visualization	  of	  the	  communities	  on	  chain	  B	  of	  the	  dimer	  (PDB	  ID:	  5gy7).	  (E)	  In	  homomers	  the	  percent	  of	  residues	  in	  MCCs	  is	  significantly	  higher	  than	  in	  heteromers.	  (F)	  The	  fraction	  of	  critical	  residues	  in	  protein-­‐protein	  interfaces	  is	  significantly	  higher	  in	  MBS	  complexes	  than	  in	  SBS	  complexes,	  both	  in	  the	  case	  of	  homomers	  and	  heteromers.	  	  (G)	  In	  homomers,	  the	  fraction	  of	  complexes	  without	  MCCs	  is	  significantly	  lower	  in	  ones	  with	  MBSs.	  (H)	  Both	  in	  MBS	  and	  SBS	  homomers,	  the	  fraction	  of	  interface	  residues	  in	  MCCs	  is	  significantly	  higher	  than	  in	  SCCs.	  (I)	  In	  MCCs,	  mutating	  individual	  interface	  residues	  to	  alanine	  results	  in	  significantly	  larger	  changes	  in	  the	  binding	  energy	  of	  interfaces	  than	  in	  SCCs,	  irrespectively	  of	  the	  type	  of	  the	  homomer.	  Note	  that	  only	  residues	  that	  are	  part	  of	  an	  interface	  were	  used,	  both	  in	  MCCs	  and	  SCCs.	  This	  indicates	  that	  in	  MCCs,	  the	  interactions	  of	  interface	  residues	  are	  much	  stronger	  than	  between	  interface	  residues	  of	  SCCs.	  (J	  and	  K).	  Conservation	  of	  residues	  in	  MCCs	  is	  significantly	  higher	  than	  in	  SCCs,	  although	  this	  is	  mostly	  due	  to	  their	  higher	  fraction	  of	  interface	  residues.	  (Tests	  of	  proportions	  on	  panel	  G,	  Wilcoxon	  tests	  on	  all	  other	  panels.	  Note	  that	  on	  all	  panels	  p	  values	  are	  provided	  only	  for	  significant	  differences.)	  	  	  	  	  	  
Figure	  3.	  Community	  structure	  scales	  with	  the	  relative	  interface	  size	  of	  complexes.	  (A	  and	  B)	  Interface	  to	  surface	  ratios	  of	  NtcA	  and	  DHFR.	  Interface	  is	  highlighted	  with	  red,	  while	  the	  surface	  (shown	  only	  on	  one	  chain)	  with	  blue.	  (C	  and	  D)	  MBS	  complexes	  have	  significantly	  larger	  interface	  to	  surface	  ratios	  than	  SBS	  complexes,	  both	  in	  homomers	  and	  heteromers	  (Wilcoxon	  tests).	  (E-­‐H)	  When	  interface	  to	  surface	  ratio	  is	  used	  as	  covariate,	  the	  percent	  of	  residues	  in	  MCCs	  (E	  and	  F),	  and	  the	  percent	  of	  critical	  residues	  in	  interfaces	  (G	  and	  s)	  scale	  similarly	  in	  allosteric	  MBS	  and	  SBS	  complexes	  (lines	  represent	  linear	  and	  logarithmic	  fit,	  with	  SE).	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declining	  trend	  seen	  on	  panels	  A	  and	  B	  is	  likely	  to	  be	  significantly	  influenced	  by	  experimental	  biases	  (and	  in	  consequence	  biases	  in	  the	  PDB):	  experimental	  methods	  like	  NMR	  have	  size	  limitations,	  molecular	  dynamics	  simulations	  of	  large	  complexes	  are	  extremely	  time	  intensive,	  or	  dynamical	  properties	  are	  in	  general	  easier	  to	  determine	  for	  small	  complexes.	  
	  
Figure	  5.	  	  MBS	  and	  SBS	  homomers	  show	  different	  responses	  upon	  ligand	  binding.	  In	  SBS	  homomers,	  the	  number	  of	  residues	  in	  MCCs	  is	  reduced	  in	  the	  holo	  (ligand	  binding)	  structures,	  while	  in	  MBS	  homomers	  their	  number	  is	  unchanged	  or	  slightly	  increased	  (ANCOVA,	  excluding	  structures	  with	  inhibitors.	  P	  indicates	  the	  significance	  of	  the	  categorical	  –	  binding	  site	  type	  –	  variable).	  Structures	  with	  inhibitors	  are	  indicated	  with	  “inh”.	  The	  residue	  c.o.m.	  method	  (A)	  indicates	  a	  significant	  difference,	  but	  not	  the	  C-­‐α	  method	  (B)	  Additionally,	  in	  the	  case	  of	  residue	  c.o.m.	  method	  structures	  crystallized	  with	  inhibitors	  (thus	  the	  ligand	  binding	  form	  is	  their	  inactive	  form)	  are	  distinct	  from	  structures	  crystallized	  with	  their	  orthosteric	  ligands	  or	  activators,	  supporting	  the	  conclusions	  of	  VanWart	  et	  al.	  (2012),	  that	  the	  residue	  c.o.m.	  method	  is	  better	  in	  identifying	  biologically	  relevant	  residues	  in	  allosteric	  proteins.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
Figure	  6.	  The	  presence	  of	  homologs	  with	  similar	  binding	  sites	  is	  a	  driving	  force	  of	  the	  evolution	  of	  allostery.	  	  (A-­‐C)	  Except	  MBS	  homomers,	  proteins	  of	  allosteric	  complexes	  have	  many	  more	  homologs	  with	  similar	  BSs	  than	  non-­‐allosteric	  proteins	  of	  the	  same	  complex	  type	  (p	  <<	  0.05,	  one-­‐sided	  Wilcoxon	  tests).	  (D-­‐F)	  Except	  homomers,	  the	  frequency	  of	  allosteric	  proteins	  is	  ~2x	  higher	  in	  proteins	  that	  have	  a	  homolog	  with	  a	  similar	  binding	  site,	  irrespectively	  of	  quaternary	  structure.	  (One-­‐sided	  tests	  of	  proportions;	  whiskers	  are	  95%	  CI).	  In	  MBS	  homomers,	  	  proteins	  without	  homologs	  have	  a	  high	  frequency	  of	  allostery.	  (G-­‐I)	  The	  opposite	  pattern,	  i.e.	  the	  frequency	  of	  homologs	  with	  similar	  binding	  sites	  in	  allosteric	  proteins	  shows	  a	  much	  smaller	  effect	  size	  (although	  similar	  significance):	  the	  percent	  of	  proteins	  having	  a	  homolog	  with	  a	  similar	  binding	  site	  is	  only	  20-­‐30%	  higher	  among	  allosteric	  proteins,	  irrespectively	  of	  their	  quaternary	  structure	  (one-­‐sided	  tests	  of	  proportions,	  whiskers	  are	  95%	  CI).	  These	  results	  indicate	  that	  primarily	  the	  presence	  of	  homologs	  drives	  the	  evolution	  of	  allostery,	  and	  not	  that	  allostery	  drives	  the	  emergence	  of	  homologs,	  although	  both	  processes	  are	  likely	  to	  contribute	  to	  the	  pattern.	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method	  performs	  better	  than	  the	  C-­‐α	  method:	  a	  significantly	  higher	  fraction	  of	  STRESS	  critical	  residues	  are	  identical	  to	  the	  ones	  identified	  with	  molecular	  dynamics	  (39%	  vs.	  12%)	  by	  VanWart	  et	  al.	  (2012),	  both	  when	  only	  the	  critical	  residues	  of	  the	  apo	  structure	  (35	  residues)	  or	  the	  combined	  set	  of	  apo+holo	  residues	  (56	  residues)	  were	  used	  (one	  sided	  tests	  of	  proportions).	  D)	  The	  analysis	  of	  evolutionary	  couplings	  between	  critical	  and	  community	  residues	  indicate	  that	  critical	  residues	  are	  much	  more	  likely	  to	  coevolve	  than	  community	  residues,	  and	  that	  the	  residue	  c.o.m.	  method	  detects	  stronger	  couplings	  than	  the	  C-­‐α	  method	  (p=0.016,	  Wilcoxon	  test).	  E	  and	  F)	  Despite	  the	  differences	  seen	  in	  HisH/HisF,	  the	  conservation	  of	  the	  critical	  residues	  and	  communities	  identified	  by	  the	  residue	  c.o.m.	  method	  is	  not	  higher	  then	  with	  the	  C-­‐α	  method.	  (Wilcoxon	  tests)	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Figure	  3.	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Network Critical Identical All1crit. % Median P*
nodes residues residues residues (Id./All) distance (c.o.m.1vs.1C>α)
c.o.m apo'(35) 8 28 28.6 3
C0α apo'(35) 2 25 8 3
c.o.m apo+holo'(56) 11 28 39.3 1
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